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La presente invention concerne un nouveau procede pour la preparation 
(en particulier I'isolement et/ou la purification) de vesicules membranaires. 
L'invention concerne 6galement les vesicules membranaires ainsi prepares, 
5 ainsi que leurs utilisations biologiques et m6dicales, par exemple. 

Les vesicules membranaires sont des vesicules, d'un diametre 
gen6ralement inf6rieur a 100 nm, composes d'une bicouche lipidique 
renfermant une fraction cytosolique. Des vesicules membranaires particulteres 
sont plus sp6cifiquement issues de compartiments intra-cellulaires, par fusion 

10 avec la membrane plasmique d'une cellule, conduisant a leur liberation dans les 
fluides biologiques ou dans le surnageant de cellules en culture. De telles 
vesicules sont designees de maniere generate par le terme exosome. Les 
exosomes possedent g6n6ralement un diametre compris entre 50 et 90 nm, plus 
particulierement entre 60 et 80 nm, et portent avantageusement des proteines 

15 membranaires (notamment des proteines du complexe majeur 
d'histocompatibilite) qui sont dans la meme orientation que dans la membrane 
plasmique des cellules dont ils sont issus. Par ailleurs, selon leur origine, I s 
exosomes comportent des proteines membranaires telles que CD40, CD80, 
HSP70 et sont d6pourvus de reticulum endoplasmique et d'appareil de golgi. 

20 La liberation d'exosomes a ete mise en evidence £ partir de differents 

types cellulaires, dans des contextes physiologiques varies. Ainsi, il a 6t6 montre 
que les lymphocytes B liberent des exosomes porteurs de molecules du 
complexe majeur d'histocompatibilite- de classe II, qui jouent un role dans la 
presentation antigenique (Raposo et al., J. Exp. Med. 183 (1996) 1161). De 

25 meme, il a ete montre que les cellules dendritiques produisent des exosomes 
(egalement d6sign6s dexosomes), ayant des caracteristiques structurales et 
fonctionnelles particulieres, et jouant un role dans la mediation de la reponse 
immune, notamment dans la stimulation des lymphocytes T cytotoxiques 
(Zitvogel et al., Nature Medicine 4 (1998) 594). II a aussi 6te montre que les 

30 cellules tumorales secretent, de maniere r6gulee, des exosomes particuliers 



(design§s egalernent texosomes), porteurs d'antigenes tumoraux et capables de 
presenter ces antigdnes ou de les transmettre aux cellules presentatrices 
d'antig6nes (demande de brevet n° FR 98/01437). II st egalernent connu que 
les cellules de mastocytes accumulent les molecules dans les compartiments 
vesiculates intracellulars, qui peuvent etre secretes sous I'effet de signaux 
(Smith et Weis, Immunology Today 17 (1996) 60). D'une manure generate, il 
semble done que les cellules emettent des signaux et cornmuniquent entre elles 
par rinterm6diaire de vesicules membranaires qu'elles liberent, qui peuvent etre 
porteuses de motifs antig6niques, de molecules du CMH, ou de tout autre signal 
(cytokine, facteur de croissance, etc.), qui pr6sentent des caracteristiques 
structurales et foncticinnelles sp6cifiques, et sont produites dans des situations 
physiologiques differentes. Ces v6sicules, et en particulier les exosomes, 
represented done un produit particulierement interessant pour des applications 
diagnostique, vaccinal, th6rapeutique ou pour v6hiculer des molecules d'interet. II 
serait done particulierement interessant de disposer d'une methode efficace et 
utilisable d I'echelle industrielle, pour preparer des vesicules membranaires 
compatibles avec un usage biologique, notamment un usage pharmacologique. 

Les methodes classiques de preparation des vesicules membranaires 
(e.g., des exosomes) mettent en oeuvre une serie d'etapes de centrifugation 
diff6rentielle permettant de s6parer les vesicules des cellules ou des debris 
cellulaires presents dans le milieu de culture. Ainsi, les documents cites ci-avant 
d6crivent essentiellement la preparation de vesicules par une s6rie de 
centrifugations a 300g, 10 OOOg et 70 000 ou 100 OOOg, le culot obtenu etant 
alors repris dans une solution saline, pour constituer une solution concentr6e 
d'exosomes. Cette preparation peut etre analys6e par des techniques 
biochimiques classiques permettant d'6valuer la composition proteique des 
exosomes. Une technique biochimique pr6f6r6e consiste en une eiectrophorese 
en milieu d6naturant assoctee a une coloration des proteines totales ou a la 
detection de prolines sp6cifiques a Kaide d'anticorps selon la technique de 
western blot. La detection des exosomes dans la preparation finale peut etre 
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realisee de facon directe par microscopie electronique apres fixation de la 
preparation par une solution de glutaraldehyde a 4%. 

Selon ce procede, les niveaux de purete des exosomes sont satisfaisants 
dans ia mesure ou de telles preparations ont permis de mettre en evidence 

5 I'activite biologique et leurs proprietes antitu morales dans des modeles animaux. 
Neanmoins ces procedes anterieurs de preparation par centrifugation ne 
permettent pas de separer finement les vesicules membranaires (e.g., 
exosomes) des proteines cellulaires ou de certains composants 
macromoleculaires (ADN, ARN) ou complexes macromoleculaires. Ces procedes 

10 n'excluent done pas la presence d'agents biologiques contaminants non 
identifies, incompatibles avec une utilisation therapeutique chez Phomme. De 
plus ces etapes sont difficilement extrapolables a I'echelle industrielle, 
notamment lorsque des volumes importants doivent etre traites, ou pour des 
applications ex vivo autologues (i.e., patient par patient), oil le procede doit 

15 generalement §tre mis en oeuvre en systeme confine. 

La presente invention apporte a present une solution a ce probleme. 
L'invention decrit en effet de nouveaux procedes permettant la preparation (e'est- 
a-dire I'isolement et/ou la purification) de vesicules membranaires dans des 
conditions compatibles avec une utilisation industrielle et des applications 

20 pharmacologiques. Ainsi, les procedes de l'invention peuvent etre appliques 
aussi bien pour des preparations individualisees d'exosomes autologues, que 
pour des preparations d'exosomes obtenus a partir de lignees cellulaires 
etablies, en vue d'utilisation experimentales, biologiques ou a des fins de 
vaccination prophylactiques ou therapeutiques, par exemple. 

25 La presente invention repose plus particulierement sur Putilisation de 

methodes separatives par chromatographie pour la preparation de vesicules 
membranaires, et notamment pour separer les vesicules membranaires 
d'eventuelles entites biologiques contaminantes. 



Plus particulterement un premier objet de Pinvention reside dans un 
proc6d§ de pr6paration de vesicules membranaires a partir d'un Schantillon 
biologique caracterise en ce qu'il comprend au moins une etape de traitement de 
PSchantillon par chromatographie d'echange d'anions. 

En effet, la demanderesse a maintenant montr§ que les v6sicules 
membranaires, notamment les exosomes, pouvaient etre purifi6s par 
chromatographie d'echange d'anions. Ainsi, de manifere inattendue, il est montr6 
dans la presente demande que les exosomes sont r6solus en un pic homogene 
apres chromatographie par 6change d'anions. Ce resultat est tout a fait inattendu 
dans la mesure ou les exosomes sont des objets supramoleculaires complexes 
compos6s entre autre d'une membrane entourant un volume interne comportant 
entre autre des prolines solubles. De plus les exosomes contiennent des 
prot6ines membranaires. 

Un objet plus particulier de Pinvention concerne done un proc§de de 
preparation, en particulier de purification de v6sicules membranaires a partir d'un 
echantillon biologique, comprenant au moins une 6tape de chromatographie 
d'echange d'anions. 

Pour la mise en oeuvre de la pr6sente invention, il peut s'agir d'un 
echange d'anions fort ou faible, pr6ferentiellement fort. Par ailleurs, dans un 
mode particulier de mise en oeuvre, la chromatographie est r£alis£e sous 
pression. II peut ainsi s'agir plus particulierement d'une chromatographie liquide a 
haute performance (CLHP). 

Differents types de supports peuvent etre employes pour la r6alisation de 
la chromatographie d'6change d'anions. On peut citer plus pr6f6rentiellement la 
cellulose, le poly(styrene-divinylbenzene), Pagarose, le dextran, Pacrylamide, la 
silice, le copolym6re§thylene glycol-m§thacrylate, ou des melanges, par exemple 
des melanges agarose-dextran. A cet 6gard, on peut mentionner a titre illustratif 
diff6rents mat6riels de chromatographie compost de supports tels qu'gnonces ci- 
dessus, et notamment les gels Source, Poros, Sepharose, sephadex, Trisacryl, 
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TSK-gel SW ou PW, Superdex, Toyopearl HW et sephacryl, par exemple, qui 
conviennent pour la mise en oeuvre de la presente invention. 

Dans un mode particulier de mise en oeuvre, invention concerne done un 
proc6de de preparation de v§sicules membranaires a partir d'un echantillon 
5 biologique, comprenant au moins une etape au cours de laquelle P6chantillon 
biologique est traite par chromatographie d'echange d'anions sur un support 
choisi panmi la cellulose, le poly(styr6ne-divinylbenzene), la silice, Pacrylamide, 
I'agarose, le dextran, le copolymereethyl6ne glycol-methacrylate, seuls ou en 
melanges, 6ventuellement fonctionnalis6s. 

10 Par ailleurs, pour am§Iiorer la ^solution chromatographique, il est 

preferable dans le cadre de I'invention d'utiliser des supports sous forme de 
billes. Id6alement, il s'agit de billes pr6sentant un diametre homogene et calibre, 
et possedant une porosite suffisamment 6lev6e pour permettre la penetration 
des objets d chromatographier (i.e., les exosomes). Ainsi, 6tant donn6 le 

is diam6tre des exosomes (g6n6ralement compris entre 50 et 100 nm) il est 
preferable pour la mise en oeuvre de invention d'utiliser des gels de porosit§ 
6lev6e, en particulier comprise entre environ 100 nm et 5 \sm, plus 
preferentiellement entre environ 100 nm et environ 1 pm. 

Pour la chromatographie d'6change d'anions, le support utilis6 doit §tre 
20 fonctionnalis6 au moyen d'un groupement capable d'interagir avec une mol6cul 
anionique. G6n6ralement, ce groupement est constitu6 d'une amine pouvant ~tre 
temaire ou quatemaire ce qui definit respectivement un 6changeur d'anions 
faible ou fort. 

Dans le cadre de la pr6sente invention, il est particulterement avantageux 
25 d'utiliser un 6changeur d'anions fort. Ainsi on utilise preferentiellement selon 
Tinvention un support de chromatographie tel qu'indique ci-dessus, fonctionnalis6 
par des amines quaternaires. Selon un mode de realisation plus particulier d 
I'invention, la chromatographie d'echange d'anions est done r6alis6e sur un 
support fonctionnalise par une amine quatemaire. Encore plus 



preferentiellement, il s'agit d'un support choisi panni le poly(styrene- 
divinylbenzene), I'acrylarnide, I'agarose, le dextran et la silice, seuls ou en 
melanges, fonctionnalise par une amine quaternaire. 

Parmi les supports fonctionnalises par une amine quaternaire, on peut 
citer comme exemples les gels Source Q, Mono Q, Q Sepharose, Poros HQ et 
Poros QE, les gels de type Fractogel TMAE, et les gels Toyopearl Super Q. 

Un support particulierement prefere pour la realisation de la 
chromatographie d'echange d'anions comprend du poly(styrene-divinylbenzene). 
Un exemple de ce type de gel utilisable dans le cadre de I'invention est le gel 
Source Q, notamment Source 1 5 Q (pharmacia). Ce support presente I'avantage 
de pores internes tres larges offrant ainsi peu de resistance a la circulation de 
liquide a travers le gel, tout en permettant une diffusion rapide des exosomes 
vers les groupements fonctionnels, parametres particulierement importants dans 
le cas des exosomes etant donne leur taille. 

L'elution des composes biologiques retenus sur la colonne peut se faire de 
differentes manieres, et en particulier au moyen du passage d'un gradient de 
concentration croissant d'une solution saline, par exemple de 0 a 2 M. On peut 
employer notamment une solution de chlorure de sodium, dans d s 
concentrations variant de 0 a 2M, par exemple. La detection des differentes 
fractions ainsi purifiees se fait par mesure de leur densite optique (DO) en sortie 
de colonne au moyen d'une lecture spectro-photometrique en continu. A titre 
indicatif, dans les conditions utilisees dans les exemples, les fractions 
comprenant les vesicules membranaires ont ete elu§es a une force ionique de 
400 mM environ. 

Differents types de colonnes peuvent etre utilises pour realiser cette etape 
chromatographique, selon les besoins et les volumes a traiter. Par exemple, 
selon les preparations, il est possible d'utiliser une colonne de 100ul environ 
jusqu'a 10 ml ou plus. Ainsi, les supports disponibles ont une capacite pouvant 
atteindre par exemple 25 mg de proteines/ml. De ce fait, une colonne de 100 pi 



7 



possede une capacity de I'ordre de 2,5 mg de proteines ce qui, compte tenu des 
6chantillons considers, peut permettre de traiter des surnageants de culture de 
2 I environ (qui, apres concentration d'un facteur 10 a 20 par exemple, 
represented des volumes de 100 a 200 m! par preparation). II est bien entendu 
5 que des volumes superieurs peuvent 6galernent etre traites, en augmentant le 
volume de la colonne par exemple. 

Par ailleurs, pour la mise en oeuvre de la pr6sente invention, il est 
egalement possible de combiner retape de chromatographie d'echange d'anions 
avec une etape de chromatographie de permeation de gel. Ainsi, selon un mode 

io de mise en oeuvre particulier de Pinvention, une etape de chromatographie de 
permeation de gel est ajoutee £ retape d'echange d'anions, soit avant, soit apres 
retape de chromatographie d'echange d'anions. De preference, dans ce mode 
de mise en oeuvre, retape de chromatographie de permeation a lieu apres 
retape d'echange d'anions. En outre, dans une variante particuliere de 

is realisation, I'etape de chromatographie d'echange d'anions est remplacee par 
retape de chromatographie de permeation de gel. La presente demande montre 
en effet que les v6sicules membranaires peuvent §tre aussi purifi6es en utilisant 
la chromatographie liquide par permeation de gel, en particulier lorsque cette 
etape est combin6e a une chromatographie d'echange d'anions ou £ d'autre(s) 

20 6tape(s) de traitement de I'echantillon biologique, comme il sera decrit en details 
plus loin. 

Pour la realisation de retape chromatographique de permeation de gel, on 
utilise de preference un support choisi parmi la silice, I'acrylamide, Tagarose, le 
dextran, le copolymereethylene glycol-methacrylate, ou des melanges, par 
25 exemple des melanges agarose-dextran. A titre illustrate, pour la 
chromatographie de permeation de gel, on utilise avantageusement un support 
tel que le Superdex 200HR (Pharmacia), le TSK G6000 (TosoHaas) ou encore 
un Sephacryl S (Pharmacia). 
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Le proc§de de I'invention peut etre mis en oeuvre & partir de differents 
6chantillons biologiques. En particulier, il peut s'agir d'un fluide biologique 
provenant d'un sujet (moelle osseuse, sang peripherique, etc.), d'un surnageant 
de culture, d'un lysat ceflulaire, d'une solution pr6purifiee, ou de tout autre 
composition comprenant des vesicules membranaires. 

A cet egard, dans un mode de realisation particulier de I'invention, 
I'echantillon biologique est un surnageant de culture de cellules productrices de 
vesicules membranaires. 

Par ailleurs, selon un mode de mise en oeuvre pr6fer§ de 1'invention, 
I'echantillon biologique est trait6, prealablement a I'etape chromatographique, 
pour §tre enrichi en v6sicules membranaires (6tape d'enrichissement). Ainsi, 
dans un mode de realisation particulier, la pr6sente invention concerne un 
proc§de de preparation de vesicules membranaires ^ partir d'un 6chantillon 
biologique caracteris6 en ce qu'il comprend au moins : 

b) une 6tape d'enrichissement de Pechantillon en v6sicules membranaires, 

et, 

c) une 6tape de traitement de l'6chantillon par chromatographie d'6change 
d'anions et/ou par chromatographie de permeation de gel. 

Selon un mode pr6f6r6 de mise en oeuvre, l'6chantillon biologique est un 
surnageant de culture traite de maniere a etre enrichi en vesicules 
membranaires. En particulier, I'echantillon biologique peut etre constitu6 d'une 
solution prepuriftee obtenue a partir d'un surnageant de culture d f une population 
de cellules productrices de v6sicules membranaires ou d'un fluide biologique par 
des traitements tels que centrifugation, clarification, ultrafiltration et/ou 
nanofiltration, en particulier par clarification et ultrafiltration.. 

Un proc£de prefer^ de preparation de vesicules membranaires au sens de 
la presente invention comprend done plus particulierement les 6tapes suivantes: 
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a) la culture d'une population de cellules productrices de v6sicules 
membranaires (e.g. d'exosomes) dans des conditions permettant la liberation 
des v6sicules, 

b) une etape d'enrichissement de I'echantillon en v6sicules membranaires, 

5 et, 

c) une etape de traitement de I'echantillon par chromatographie d'6change 
d'anions et/ou par chromatographie de permeation de gel. 

Comme indique ci-avant, retape d'enrichissement de I'echantillon (e.g., du 
sumageant) peut comprendre une ou plusieurs etapes de centrifugation, 
io clarification, ultrafiltration et/ou nanofiltration du sumageant. Dans un mode de 
realisation particulier, I'etape d'enrichissement comprend (i) une etape 
domination des cellules et/ou debris cellulaires (etape de clarification), 
eventuellement suivie de (ii) une etape de concentration. 

L'elimination des cellules et/ou debris cellulaires peut etre r6alis6e par 
is exemple par centrifugation de Techantillon a une Vitesse faible, de preference 
inferieure a 1000g, par exemple comprise entre 100 et 500g. Des conditions 
pr 6fer6es de centrifugation lors de cette §tape sont de 300g environ, pendant 
une p6riode comprise entre 1 et 1 5 minutes par exemple. 

L'SIimination des cellules et/ou debris cellulaires peut egalement etre 
20 r6alis6e par filtration de rechantillon, eventuellement en combinaison avec la 
centrifugation decrite ci-dessus. La filtration peut etre r6alisee en particulier par 
des filtrations successives au moyen de filtres ayant un porosite decroissante. A 
cet egard, on utilise pr6f6rentiellement des filtres ayant une porosite sup6rieure a 
0,2 pm, par exemple comprise entre 0,2 et 10pm. On peut utiliser en particulier 
25 une succession de filtres ayant une porosite de 10pm, 1pm, 0,5pm puis 0,22pm. 

Une etape de concentration peut egalement etre r6alis6e, de maniere £ 
diminuer les volumes d'echantillon d traiter lors des etapes chromatographiques. 
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Ainsi, la concentration peut etre obtenue par centrifugation de I'echantillon a des 
vitesses eievees, par exempie comprises entre 50 000 et 100 OOOg, de manidre 
a culotter les vesicules membranaires. A cet egard, il peut s'agir d'une s6rie de 
centrifugations differentiates, avec la derniere centrifugation effectuee autour de 
70 OOOg environ. Les vesicules membranaires ainsi culottees peuvent ensuite 
etre reprise dans un volume plus faible et dans un tampon approprie pour I s 
etapes ulterieures du proc6de. 

L'etape de concentration peut egalement etre realis6e par ultrafiltration. 
Cette ultrafiltration permet en fait a ia fois de concentrer le sumageant et 
d'effectuer une premiere purification des v6sicules. Selon un mode de realisation 
pref6r6, I'echantillon biologique (par exempie le sumageant) est soumis a une 
ultrafiltration, de preference une ultrafiltration tangentielle. L'ultrafiltration 
tangentielle consiste a concentrer et fractionner une solution entre deux 
compartiments (filtrat et r6tentat), separes par des membranes de seuils de 
coupure determines. La separation est r6alis6e par application d'un flux dans le 
compartiment retentat et d'une pression transmembranaire entre ce 
compartiment et le compartiment filtrat. Differents systemes peuvent etre utilises 
pour r£aliser Tultrafiltration, comme par exempie des membranes spirales 
(Millipore, Amicon), membranes planes ou fibres creuses (Amicon, Millipore, 
Sartorius, Pall, GF, Sepracor). On utilise avantageusement dans le cadre de 
Tinvention des membranes ayant un seuil de coupure inferieur d 1000 kDa, de 
preference compris entre 300. kDa et 1000 kDa, encore plus preferentiellement 
entre 300 kDa et 500 kDa. 

Dans un mode particulier de realisation de Tinvention, I'echantillon 
biologique est done obtenu par traitement d'un sumageant de culture de cellules 
productrices de vesicules membranaires, par une etape de filtration au moins. 

Dans un autre mode particulier de realisation de Tinvention, I'echantillon 
biologique est obtenu par traitement d'un sumageant de culture de cellules 
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productrices de v6sicules mernbranaires, par une etape de centrifugation au 
moins. 

Dans un mode pr6fer6 de realisation de I'invention, l'6chantillon biologique 
est obtenu par traitement d'un surnageant de culture de cellules productrices de 
5 vesicules mernbranaires, par une etape d'ultrafiltration au moins. 

Un proc6d6 pref6r6 de preparation plus particulier de vesicules 
mernbranaires au sens de la presente invention comprend les etapes suivantes : 

a) la culture d'une population de cellules productrices de v6sicules 
mernbranaires (e.g. d'exqsomes) dans des conditions permettant la liberation 

10 des v6sicules, 

b) le traitement du surnageant de culture pour produire un echantillon 
biologique enrichi en vesicules mernbranaires (e.g. en exosomes) par une 6tape 
d'ultrafiltration au moins, et 

c) une etape de traitement de I'echantillon biologique par chromatographie 
is d'echange d'anions et/ou de permeation de gel. 

Dans un mode pr6f6re de mise en oeuvre, retape b) ci-dessus comprend 
une filtration du surnageant de culture, suivie d'une ultrafiltration, de preference 
tangentielle. 

Par ailleurs, apres retape c), le materiel r6colte peut, le cas 6ch6ant, §tre 
20 soumis d un ou plusieurs etapes supplementaires d) de traitement et/ou filtration, 
notamment dans un but de sterilisation. Pour cette etape de traitement par 
filtration, on utilise preferentiellement des filtres ayant un diametre inferieur ou 
6gal & 0,3 pm, encore plus preferentiellement inferieur ou egal a 0,25 pm. De tels 
filtres sont par exemple des filtres d'un diametre 0,22pm. 

25 Apres retape d), le materiel obtenu est par exemple distribue dans des 

dispositifs appropries tels que flacons, tubes, poches, seringues, etc., dans un 
milieu approprie de conservation. Les vesicules purifiees ainsi obtenues peuvent 
etre conservees au froid, congel6es, ou utilisees extemporanement. 
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Un procede de preparation particulier au sens de I'invention comprend 
done au moins les etapes suivantes : 

c) une etape de traitement de I'echantillon biologique par chromatographie 
d'echange d'anions et/ou de permeation de gel, et, 

5 d) une etape de filtration, notamment de filtration sterilisante, du materiel 

recolte apres I'etape a). 

Dans une premiere variante de realisation, le procede de I'invention 
comprend : 

c) une etape de traitement de I'echantillon biologique par chromatographie 
10 d'echange d'anions, et, 

d) une etape de filtration, notamment de filtration sterilisante, du materiel 
recolte apres I'etape a). 

Dans une autre variante de realisation, le procede de I'invention 
comprend: 

15 c ) une etape de traitement de I'echantillon biologique par chromatographie 

de permeation de gel, et, 

d) une etape de filtration, notamment de filtration sterilisante, du materiel 
recolte apres I'etape a). 

Selon une troisieme variante de realisation, le procede de I'invention 
20 comprend : 

c) une etape de traitement de ('echantillon biologique par chromatographie 
d'echange d'anion suivie ou precedee d'une chromatographie de permeation de 
gel. et, 

d) une etape de filtration, notamment de filtration sterilisante, du materiel 
25 recolte apres I'etape a). 

Les resultats presentes dans les exemples montrent que I'injection d'une 
preparation d'exosomes dans la colonne de chromatographie permet d'obtenir 
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des pics d'absorption symetriques, qui sont parfaitement r6solus (Fig. n°1). Les 
differentes fractions ainsi isotees sont analysables par des techniques classiques 
d'el6ctrophorese des prot6ines en gel d6naturant suivies de techniques de 
coloration par du bleu de Coumassie ou de techniques de detection de proteines 

5 sp6cifiques a I'aide d'anticorps. II est ainsi possible de montrer que le pic 6lu6 en 
chromatographie d'6change d'anions par une solution saline de 400 mM poss^de 
un profil proteique identique a celui d'une preparation d'exosomes classiquement 
prepare (Fig. n°2). Ceci permet de facto de caracteriser les pics 6lu6s a des 
concentrations salines plus faibles ou plus fortes comme relatifs a des entites 

io biologiques distinctes, contaminantes. 

En outre, les resultats presents dans les exemples montrent egalement 
que la methode de I'invention permet de d§tecter I'eventuelle contamination de la 
preparation par des proteines majoritaires du milieu de culture telles que la 
serum-albumine bovine. En effet, la chromatographie d'une solution etalon de 
is serum-albumine bovine dans les conditions prec6dentes montre que celle-ci 
donne lieu a un pic 6lue a une concentration saline distincte de celle des 
exosomes (Fig. n°3) 

Le proc6de de I'invention permet done (i) de purifier des v6sicules 
membranaires dans des conditions de qualite et de quantity compatibles avec un 
20 usage pharmacologique, et (ii) de r6veler I'existence d'entit§s biologiques 
distinctes et contaminantes au sein de I'echantillon biologique trait6. 

Le proced6 de I'invention peut etre appliqu6 d la preparation de v6sicules 
membranaires d'origines variees. Ainsi, il peut s'agir en particulier d'exosomes 
produits par des cellules presentatrices d'antigenes, ou par des cellules 
25 . tumorales, notamment. En outre, il peut s'agir de cellules primaires, par exemple 
en culture, ou 6galement de Iign6es etablies, par exemple de lign§es 
immortalis6es de cellules productrices de vesicules membranaires. II peut s'agir 
de cellules d'origine mammifere, en particulier d'origine murine ou humaine. 
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Dans un mode particulier de Pinvention, les v6sicules membranaires sont 
des v£sicules produites par des cellules pr£sentatrices d'antigenes, notamment 
des cellules dendritiques, des lymphocytes B ( des macrophages et des 
mastocytes, 6ventuellement apres sensibilization de celles-ci £ un ou plusieurs 
antigenes choisis. Une application particulierement pref6ree de la presente 
invention reside dans la preparation de v§sicules membranaires produites par 
des cellules dendritiques. A cet £gard, il peut s'agir de cellules dendritiques 
humaines ou animates, notamment humaines ou murines. Ces cellules peuvent 
§tre des cellules primaires, r6colt6es & partir de fluides biologiques d'un sujet ou 
produites ex vivo £ partir de cellules pr6curseur, ou egalement des cellules de 
lignees etablies, par exemple imrnortalis6es avec un oncogene (EP 701 604). 

Un objet particulier de la pr6sente invention reside dans un proc6de de 
preparation de v£sicules membranaires (dexosomes), caracterise en ce qu'il 
comprend les stapes suivantes : 

a) I'obtention d'une population de cellules dendritiques, 

b) la culture des cellules dendritiques dans des conditions permettant la 
production de v6sicules membranaires (dexosomes) et, 

c) la purification des v6sicules membranaires (dexosomes) par un procede 
comprenant au moins une etape de chromatographie d'6change d'anions, dans 
les conditions definies ci-avant. 

Un mode de realisation plus pref6r£ reside dans un precede de 
preparation de dexosomes, caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes : 

a) I'obtention d'une population de cellules dendritiques, 

b) la culture des cellules dendritiques dans des conditions permettant la 
production de dexosomes, 
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c) le traitement du sumageant de culture pour produire un §chantillon 
biologique enrichi en dexosomes, notamment par une 6tape d'ultrafiltration au 
moins, et f 

d) la purification des dexosomes par un proc6d6 comprenant au moins 
5 une 6tape de chromatographie d'6change d'anions et/ou de permeation de gel, 

dans les conditions definies ci-avapt 

Plus particulierernent, pour la mise en oeuvre de cette variante de 
I'invention, les cellules dendritiques sont preferentiellement obtenues a partir d'un 
6chantillon biologique provenant d'un sujet, par exemple de moelle osseuse ou 
10 de sang periph6rique. 

A cet 6gard, les techniques de production de cellules dendritiques ont 6t6 
d6crites dans Tart ant6rieur et peuvent Stre mises en oeuvre par Phomme du 
m6tier (voir notamment les techniques d6crites dans la demande 
PCT/FR98/01431, incorpor6e & la pr6sente par reference). Les cellules 
is dendritiques peuvent ainsi etre pr6parees ^ partir de cellules souches du 
systeme immunitaire, £ partir de pr6curseurs monocytes ou encore isol6es 
directement sous forme differenci§e (Revue par Hart, Blood 90 (1997) 3245). 

Une m6thodologie privilegi£e dans le cadre de la pr6sente invention 
repose sur la production de cellules dendritiques a partir de pr6curseurs 
20 monocytes ou de moelle osseuse. Plus particulierernent, on pr6f6re utiliser dans 
le cadre de la prgsente invention des cellules dendritiques obtenues par 
traitement de pr6curseurs monocytes" (contenus dans le sang ou la moelle) en 
presence d'une combinaison GM-CSF+IL-4 ou GM-CSF+IL-1 3. 

Par ailleurs, pour la mise en oeuvre de la presente invention, il est tout 
25 particulierernent avantageux d'utiliser une population de cellules dendritiqu s 
comprenant des cellules dendritiques immatures. Avantageusement, on utilise 
une population de cellules dendritiques composee principalement (i.e., au moins 
60%, de pr6f6rence 70%) de cellules dendritiques immatures. 
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L'6tape d'obtention des cellules dendritiques peut done comprendre 
avantageusement la preparation d'une population de cellules dendritiques 
comprenant des cellules dendritiques immatures, en particulier d'origine 
humaines, notamment a partir de pr6curseurs monocytes, plus particulierement 
5 par traitement avec une combinaison de cytokines telle que GM-CSF+IL-4 ou 
GM-CSF+IL-13. 

Par ailleurs, il est ggalement possible d'utiliser dans le cadre de la 
pr6sente invention des populations de cellules dendritiques immortalis6es. II peut 
s'agir de Iign6es de cellules dendritiques immortalis6es (Iign6e D1 par exemple, 

10 ou tout autre lignee produite par exemple par introduction de Poncog6ne myc 
dans les cellules dendritiques). II peut ggalement s'agir de cellules dendritiques 
prgparees puis immortalis6es in vitro. L'int6r§t de cellules dendritiques 
immortalisees reside dans la constitution de banques de cellules sensibilisees d 
des groupes d'antigenes donnes, utilisables industriellement pour preparer des 

15 dexosomes susceptibles d'etre administr6s a des families entires de patients. 

Pour produire les v6sicules membranaires (dexosomes), les cellules 
dendritiques peuvent §tre simplement cultivees dans des conditions 
conventionnelles connues de Thomme du metier. Avantageusement, neanmoins, 
ces cellules sont cultiv6es en dans des conditions stimulant la production des 

20 dexosomes, en particulier en presence de facteurs capables de stimuler la 
production des dexosomes, notamment d'une cytokine telle que ['interferon 
gamma, rinterleukine-10 ou l'interleukine-12 (voir par exemple la demande 
PCT/FR98/01431). Dans un mode de mise en oeuvre pr6fer6 du proc6de de 
I'invention, les cellules dendritiques sont done cultiv§es, au cours de I'etape b) ci- 

25 dessus, dans des conditions stimulant la production des vesicules 
membranaires. 

D'autre part, dans une variante particuliere de realisation, les cellules 
dendritiques sont sensibilisees £ un antigene, pr6alablement a la production des 
v6sicules membranaires. Ce mode de realisation permet ainsi de charger les 
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cellules dendritiques en antigene(s) particulier(s), de maniere a produire des 
dexosomes ayant un caractere immunogene donne. La sensibilisation peut §tre 
r6alis6e par differentes techniques connues en soi, comprenant par exemple la 
mise en contact des cellules avec des peptides antigeniques, des antigenes, des 
complexes prot6iques, des cellules ou membranes de cellules exprimant des 
antigenes, des corps apoptotiques, des vesicules membranaires, des liposomes, 
des ARN tumoraux ou tout acide nucl6ique codant pour un ou plusieurs 
antigenes, determinants antig6niques ou epitopes (eventuellement v6hicu!6s par 
un vecteur viral ou non viral), etc (voir par exemple la demande 
PCT/FR98/01431). Dans un mode prefere, la sensibilisation est r6alisee par 
incubation avec des peptides, antigenes, ARN ou acides nucl§iques. II est 
entendu que la presente demande n'est pas Iimit6e a des techniques de 
sensibilisation ou de production des cellules dendritiques. 

Une autre application particulidrement avantageuse de la presente 
invention reside dans la preparation de v6sicules membranaires produites par 
des cellules tumorales, notamment humaines. II peut s'agir en particulier de toute 
cellule provenant d'une tumeur solide ou liquide ainsi que de cellules 
transform6es ou immortalisees in vitro. On peut mentionner plus 
pr6ferentiellement les tumeurs solides, hSmatopoTetiques ou ascitiques. 

Une application particuliere de la pr6sente invention r§side 6galement 
dans la preparation de vesicules membranaires comprenant une ou plusieurs 
molecules h6t6rologues, en particulier recombinantes. Ainsi, il est en effet 
possible, par exemple, de modifier genetiquement des cellules productrices de 
vesicules membranaires (par exemple des lignees de mastocytes) pour faire 
exprimer, dans ou S la surface des vesicules qu'elles produisent, des molecules 
d'inter£t La presente invention peut egalement permettre de purifier de telles 
vesicules modifies. 

De maniere plus generale, I'invention peut etre appliqu6e a la preparation 
de vesicules membranaires produites par tout type cellulaire, en particuli r de 
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v6sicules de type exosome, ayant de preference un diametre inf6rieur £ environ 
100 nm. II peut s'agir notamment de cellules de macrophages, mastocytes, 
reticulocytes, etc. Pour la mise en oeuvre du proc6d6 de I'invention, nous avons 
utilise des preparations d'exosomes provenant de lignees cellulaires telles que 
des lignees de cellules tumorales (TS/A) ou des lignees de cellules dendritiques 
murines (D1). Les resultats obtenus sont directement transposables a des 
cultures primaires telles que des cellules tumorales ou des cellules dendritiques 
humaines, cultivates dans des conditions industriellement acceptables. Le 
precede de I'invention peut ainsi etre mis en oeuvre comme etape de purification 
des exosomes dans le cadre de leur utilisation en th6rapeutique humaine. 

Les vesicules membranaires ainsi obtenues constituent, selon leur origine, 
des outils d'etude des cancers ou de la regulation du systeme immunitaire, de 
transfert de molecules, de production d'anticorps, de rnarquage, de diagnostique, 
de constitution de banques, des principes de vaccin ou de medicament, etc. 

En outre le proc6de de I'invention peut 6galement etre utilise comme 
methode pour un contrdle de qualite sur la presence 6ventuelle de contaminants 
(notamment de proteines contaminantes) dans le milieu de culture ou dans des 
preparations de vesicules membranaires. 

A cet egard, la presente invention peut done etre mise en oeuvre aussi 
bien dans une methode preparative de vesicules membranaires que dans un 
systeme analytique permettant de controler la qualite d'une preparation de 
vesicules membranaires, quelle que soit leur methode de preparation. 

La presente invention concerne done egalement un proc6de de controle 
de la presence de contaminants, notamment d'origine proteique ou nucleique, 
dans une preparation de vesicules membranaires, notamment d'exosomes, 
comprenant le traitement d'une fraction de ladite preparation par une etape au 
moins de chromatographie d'6change d'anions, et la mise en evidence de la 
presence de contaminants. 
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[.'invention concerne aussi, de maniere generate, I'utilisation de la 
chromatographie d'echange d'anions, en particulier de type liquide a haute 
performance, pour la preparation ou la purification de vesicules membranaires. 

L'invention a encore pour objet les vesicules membranaires preparees par 
le procede de l'invention, ainsi que toute composition comprenant de telles 
vesicules. 

La presente invention sera plus completement decrite a I'aide des 
exemples qui suivent qui doivent etre consideres comme illustratifs et non 
limitatifs. 

I egende des figures 

Figure n° 1 : Profil d'elution apres chromatographie par echange d'anions 
d'un echantillon exosomes prepares par centrifugation differentielle 

Figure n° 2 : Analyse du profil proteique des differentes fractions d'elution 
d'une preparation d'exosomes par electrophorese en SDS PAGE puts coloration 
par du bleu de Coomassie. 

Figure n° 3 : Profil d'elution apres chromatographie par echange d'anions 
d'une solution etalon de serum-albumine bovine. 

Figure n° 4 : Schema de traitement d'un echantillon biologique 
comprenant des vesicules membranaires par ultrafiltration tangentielle. 

Techniques generates d » culture celluiaire et de bioloqie moleculajre 
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1) Cultures cellulaires 
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La lignee de cellules TS/A est une lignee de cellules murines etablie a 
partir d'un carclnome mammaire spontane. Cette lignee est cultivee a 37°C en 
presence de 5% de CO2 en milieu RPMI en presence de 10% de serum de veau 
foetal (Dominique Outcher). 

Les lignees de cellules dendritiques sont maintenues dans un milieu IMDM 
contenant 10% de serum bovin foetal inactive, 2 mM de L-glutamine, 50 uM de 
2-pME, 100 Ul/ml de penicilline, et 100 ug/ml de streptomycine. 

2) Analyse des proteines par SDS PAGE 

20 pi d'echantillon est dilue dans le tampon de Laemmli (Nature 227 
(1970) p680-685) puis soumis a une denaturation thermique a 95°C pendant 
10 mn puis charge sur des gels d'acrylamide 10% (Novex 1mmx10 puits). Apres 
migration, les gels sont colores au bleu de Coomassie. 

Exemples 

1) Chromatographie par echange d'anions d'une preparation 
d'exosomes produits par des cellules tumorales (Hgnee TS/A) : analyse par 
SDS PAGE du profil proteique des differentes fractions eluees. 

Cet exemple illustre comment -une etape de chromatographie d'echange 
d'anions peut permettre de separerdes impuretes d'une preparation d'exosomes. 
1.1. Protocole : 

Dans cette experience, le materiel de depart est constitue d'un concentrat 
d'exosomes prepares par centrifugation differentielle a partir d'un sumageant de 
culture de cellules TS/A permettant de separer les exosomes des cellules ou des 
debris cellulaires presents dans le milieu de culture. La premiere centrifugation 
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est realisee a basse vitesse (300g pendant 5 mn) afin de culotter les cellules en 
suspension presentent dans le surnageant de culture. Deux autres 
centrifugations (1200g pendant 20 mn puis 10 OOOg pendant 30 mn) permettent 
de culotter les d6bris cellulaires. Le surnageant ainsi clarifie est alors soumis a 

5 une ultracentrifugation a haute vitesse de 70 OOOg pendant 1 heure permettant 
de culotter les exosomes. Cette preparation est alors lavee dans un grand 
volume de solution saline pour etre recentrifugee dans les conditions 
prec6dentes. Le culot est alors repris dans un volume d'environ 100 ul de 
solution saline et constitue une solution concentree d'exosomes. La quantite de 

io proteines est mesuree par la technique de Bradford (Biorad, Ivry, France). Ce 
concentrat presente une teneur en proteines totales comprise entre 500 et 
1000 ug/ml. 

40 ug de cette preparation d'exosomes dilu6s dans 500 pi de tampon 
Tris/HCL 50 mM pH sont injectes sur une colonne contenant du gel Source Q 15 

15 (Pharmacia) equilibre dans une solution Tris/HCL 50 mM pH 8. Apres rincage, 
les esp§ces adsorbees sont eludes sur 30 volumes de colonne par un gradient 
lineaire de NaCI de 0 a 500 mM, puis par une solution de NaCI 2M. Les fractions 
dilution sont analysees par spectrophotometrie a 260 et 280 nm. Les fractions 
dilution sont regroup6es en 5 cinq fractions majeures (de F1 a F5) afin de 

20 pouvoir analyser leur profil proteique respect'rf. Les proteines de chaque fraction 
sont precipitees par 1/10 de volume, d'une solution d'acide trichloroacetique a 
100 % puis rincees par une solution d*ac6tone. Les culots prot6iques sont repris 
dans 20 pi de solution de Laemmli, et sont deposes sur un gel d'acrylamide SDS 
PAGE qui est alors colore par du bleu de Coomassie. 

25 1 .2. Resultats : 

Les profils d'elution a 260 et 280 nm sont repr6sentes sur la figure 1 . Les profils 
montrent la presence de 3 pics symetriques distincts, 6lues aux concentrations 
salines respectives de 105 mM, 400 mM et 2 M de NaCI. 
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L'analyse du profil proteique des fractions correspondant aux differents 
pics montre que le pic 6lue a 400 mM de NaCI poss§de un profil proteique 
identique a celui d'une preparation d'exosomes pr6par6e classiquement par 
centrifugation (Figure N° 2). Le rapport entre les absorptions a 260 et 280 nm 
mesur6 a une valeur de 0.8 est compatible avec celui d6crit dans le cas des 
prolines. 

Le pic 6lu6 (fraction F2) a 105 mM de NaCI presente en revanche un profil 
prot6ique different montrant seulement deux bandes distinctes. Les mesures 
d'absorbance a 260 et 280 nm donnent un rapport de 1.6 suggerant la presence 
d'une association d'acides nucteiques et de prot6ines. 

La fraction F5 eluee d 2 molaire de NaCI correspond aux composes 
biologiques fortement associes a la colonne. 

II est done possible de s§parer les exosomes d'impuretes par une etape 
d'echange d'anions. 

2) Chromatographie par ^change d'anions d'une solution etalon de 
serum-albumine bovine : 

Cette technique de chromatographie par 6change d f anions permet 
egalement d'evaluer le degr6 de contamination d'une preparation d'exosomes 
par les prolines pr6sentes dans le milieu de culture. Ainsi, nous montrons n 
chromatographiant 10 pg d'une solution de serum albumine bovine, 
correspondant a la prot6ine majoritaire du milieu de culture, que celle-ci est 6lu6e 
3 205 mM de NaCI sous forme d'un pic etroit distinguable des pics 
pr6c6demment decrits dans le cas des exosomes. 

3) Traitement d'un surnageant de culture contenant des exosom s 
par ultrafiltration. 
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Cet exemple montre qu'il est possible de concentrer les exosomes par 
ultrafiltration. De plus, la preparation exosomale est appauvrie en prot6ines 
contaminantes telle que les BSA. 

Protocole : (Figure N° 4) 

150 ml d'un surnageant de culture de cellules obtenu apres centrifugation 
a 300 g de cellules TSA, sont soumis 3 une filtration sur un filtre de porosit§ de 
0.22 \im (Millipore). Le filtrat est dilu6 de moitte dans du PBS. Les 300 ml 
resultants sont filtr6s tangentiellernent avec une cassette de filtration (10 cm 2 de 
membrane) d'un seuil de coupure de 300 000 D (Sartorius). 

R6sultats : 

7 ml de r6tentat sont obtenus apr§s 1 heure de filtration. Le r6tentat, a et§ 
soumis une ultracentrifugation (79 000) pour culotter et analyser les exosomes. 
Une analyse par SDS-PAGE suivie de coloration au bleu de Coomassie a rev6le 
que, I'echantillon contenait significativement moins de BSA que la solution qui a 
6te ultrafiltree. De plus, des bandes prot6iques sp6cifiques des exosomes 
produits a partir de TSA sont observes. 

L'ultrafiltration peut done Stre utilis6e dans un procede de purification 
d'exosomes afin de s6parer ceux-ci de proteines contaminantes. 
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REVENDICATIONS 

1. Proced6 de preparation de vesicules membranaires a partir d'un 
echantillon biologique caracterise en ce qu'il comprend au moins une etape de 
traitement de l'6chantillon par chromatographie d'6change d'anions. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il comprend au 
moins une etape de chromatographie d'6change d'anions fort. 

3. Procede selon Tune des revendications 1 et 2, caracterise en ce qu'il 
comprend au moins une etape de chromatographie d'echange d'anions et de 
permeation de gel. 

4. Procede selon Tune des revendications pr6c6dentes f caracterise en c 
que rechantillon biologique est un fluide biologique, un sumageant de culture, un 
lysat cellulaire ou une solution prepurifiee. 

5. Precede de preparation de v6sicules membranaires a partir d'un 
echantillon biologique caracterise en ce qu'il comprend au moins : 

b) une etape d'enrichissement de l'6chantillon en vesicules membranaires, 

et, 

c) une etape de traitement de I'echantillon par chromatographie d'echang 
d'anions et/ou par chromatographie de permeation de gel. 

6. Procede selon la revendication 5, caracterise en ce qu'il comprend : 

a) la culture d'une population de cellules productrices de vesicules 
membranaires (e.g. d'exosomes) dans des conditions permettant la liberation 
des vesicules, 

b) une etape d'enrichissement de I'echantillon en vesicules membranaires, 

et, 
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c) une etape de traitement de I'echantillon par chromatographie d'echange 
d'anions et/ou par chromatographie de permeation de gel. 

7. Proc6d6 selon les revendications 5 ou 6, caracteris§ en ce que I'etape 
d'enrichissement comprend une etape de clarification, eventuellement suivie 

5 d'une etape de concentration . 

8. Proc6de selon la revendication 7, caract6ris6 en ce que l'6tape 
d'enrichissement comprend une etape de centrifugation a faible Vitesse et/ou une 
filtration. 

9. Proc6d6 selon la revendication 7 ou 8, caract6ris6 en ce que l'6tap 
10 d'enrichissement comprend au moins une 6tape d'ultrafiltration, notamment 

tangentielle. 

10. Proc6d6 de preparation de v6sicules membranaires, caract6ris6 en ce 
qu'il comprend les 6tapes suivantes : 

a) la culture d'une population de cellules productrices de v§sicul s 
is membranaires (e.g. d'exosornes) dans des conditions permettant la liberation 

des v6sicules, 

b) le traitement du sumageant de culture pour produire un 6chantillon 
biologique enrichi en v6sicules membranaires (e.g. en exosomes) par une etape 
d'ultrafiltration au moins, et 

20 c) une etape de traitement de I'echantillon biologique par chromatographie 

d'echange d'anions et/ou de permeation de gel. 

11. Proc6d6 selon la revendication 10, caract6ris6 en ce qu'il comprend en 
outre une etape d) de filtration du materiel recolte. 

12. Procede selon Tune quelconque des revendications pr6cedentes, 
25 caract6ris6 en ce que les vesicules membranaires possedent un diametre 

compris entre 60 et 90 nm environ. 
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13. Procede selon Tune quelconque des revendications pr6c§dentes, 
caracteris6 en ce que les v§sicules membranaires sont des v6sicules produites 
par des cellules pr6sentatrices d'antigenes, notamment des cellules dendritiques 
des lymphocytes B, des macrophages et des mastocytes. 

14. Procede selon la revendication 13, caracterise en ce que les vesicules 
membranaires sont des v6sicules produites par des cellules dendritiques, 
notamment humaines. 

15. Proc6de selon Tune des revendications 1 a 12, caracteris6 en ce que les 
vesicules membranaires sont des v6sicules produites par des cellules tumorales, 
notamment humaines. 

16. Proc6d6 de preparation de v6sicules membranaires caract§ris6 en ce qu'il 
comprend les etapes suivantes : 

a) I'obtention d'une population de cellules dendritiques, 

b) la culture des cellules dendritiques dans des conditions permettant la 
production de v6sicules membranaires et, 

c) la purification des vesicules membranaires par un proced§ comprenant 
au moins une etape de chromatographie d'6change d'anions. 

17. Proced6 de preparation de vesicules membranaires, caract6ris6 en ce 
qu'il comprend : 

a) I'obtention d'une population de cellules dendritiques, 

b) la culture des cellules dendritiques dans des conditions permettant la 
production de vesicules membranaires, 

c) le traitement du sumageant de culture pour produire un 6chantillon 
biologique enrichi en v6sicules membranaires, notamment par une 6tape 
d'ultrafiltration au moins, et f 
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d) la purification des vesicules membranaires par un precede comprenant 
au moins une 6tape de chromatographie d'6change d'anions et/ou de permeation 
de gel. 

18. Proc6d6 selon la revendication 16 ou 17, caracteris6 en ce que les 
5 cellules dendritiques sont obtenues & partir d'un 6chantillon biologique provenant 

d'un sujet, par exemple de moelle psseuse ou de sang p6ripherique. 

19. Proc6d§ selon les revendication s 16 d 18, caracterise en ce que les 
cellules dendritiques sont immatures. 

20. Proc6d6 selon Tune des revendications 16^19, caract6ris6 en ce que les 
10 cellules dendritiques sont sensibi!is6es a un antigene, pr6alablement d la 

production des vesicules membranaires. 

21. Proc6de selon Tune des revendications 16 d 20, caracteris6 en ce que, au 
cours de Petape b), les cellules dendritiques sont cultivees dans des conditions 
stimulant la production des v6sicules membranaires. 

15 22. Utilisation de la chromatographie d'echange d'anions pour la preparation 
ou la purification de vesicules membranaires. 

23. Composition comprenant des v6sicules membranaires pr6par6es par le 
proc§de selon Tune des revendications 1 a 21. 
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Figure 1 
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Figure 2 
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Figure 4 



